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は軽微となり，現在ではほとんど発⽣が⾒られなくなった（広川 1968; 園⽥ 2008）．
これに代わって 1950 年代から，当時普及しつつあった主要品種の「やぶきた」が
罹病性である網もち病（病原菌：Exobasidium reticulatum S. Ito & Sawada）および
炭疽病［病原菌：Discula theae-sinensis (I. Miyake) Moriwaki & Toy. Sato］の発⽣












(Spegazzini) Dai et Kobayashi］が，炭疽病と並ぶ重要病害となった． 
 輪斑病は最初，P. longiseta とは別種の Pestalotiopsis theae (Sawada) Steyaert に
よる病害として報告された（澤⽥ 1913; Steyaert 1949）．Pestalotiopsis theae によ
る輪斑病はインド，スリランカ，インドネシア，台湾など世界各地で古くから発⽣
が記録されている（澤⽥ 1913; Petch 1923; Farr and Rossman 2017）．しかし，通
常は他の要因によって衰弱した茶樹に発⽣する病害とされ，輪斑病⾃体が問題視さ
れることはなかった（Butler 1918; Petch 1923）．我が国でも「なつみどり」など特
定 の 品 種 に 発 ⽣ す る の み で あ り ， 重 要 な 病 害 と は み な さ れ て い な か っ た （ 広 川 
1969）．ところが，1973 年頃から静岡県⻄部において，当時栽培⾯積が急速に増加
していた品種「やぶきた」に枝枯れを伴う激しい症状の輪斑病が発⽣するようにな
った（福⽥ 1976）．浜屋・堀川（1982）はこの輪斑病の病原菌を P. longiseta と同
定 し ， さ ら に 1954 年 に 発 ⾒ さ れ た P. theae と は 形 態 的 に 異 な る 未 同 定 の






Pestalotiopsis sp.による病斑は P. theae のそれと⾁眼的に区別できないとされてい
るのに対し，P. longiseta による病斑は明らかに⼤きかった．これらのことから，1970
年代の輪斑病の激発は P. longiseta の病原性変異系統の出現によるものであると推































活性物質 strobilurin A から誘導されたストロビルリン系殺菌剤の⼀種である（Anke 
et al. 1977; ⽥村・⽔⾕ 1999）（図 1-2）．ストロビルリン系殺菌剤は卵菌から⼦の
う菌，担⼦菌に⾄る広い範囲の病原菌に対して⾼い防除効果を⽰すことから世界的
に多くの作物で広く使⽤されており，農業上最も重要な殺菌剤グループの⼀つとな
っている（Bartlett et al. 2002）．ストロビルリン系殺菌剤は作⽤機構上，ミトコン
ドリア内膜の複合体 III の Qo 部位に結合してミトコンドリア電⼦伝達系を阻害する
Qo 阻害（QoI）剤に分類されるが，QoI 剤は作⽤点が単⼀であることから病原菌に
薬剤耐性が発達するリスクが⾼く，これまでに 60 種以上の植物病原菌で耐性菌の
発⽣が報告されている（⽯井 2015）．チャ輪斑病菌でも 2008 年に⿅児島県におい




 本研究は，チャ輪斑病菌の薬剤耐性対策に資するため，我が国における QoI 剤耐
性輪斑病菌の発⽣実態を把握し，その⽣理・⽣態的特性を解明することを⽬的とし
た．第 2 章では我が国で最⼤の茶産地である静岡県牧ノ原台地における QoI 剤耐性
 5 
チャ輪斑病菌の発⽣実態を調査し，第 3 章では調査の過程で新たに検出された中等




















第２章 QoI 剤耐性チャ輪斑病菌の発⽣実態 
 






























クレーブ滅菌し，60℃程度に冷ましてから PDA 培地の 1/9 倍量のアゾキシストロ
ビン⽔和剤［アミスター20 フロアブル，有効成分 20%（w/w），シンジェンタジャ
パン］200 倍希釈液を加えてアゾキシストロビン濃度を 100 µg/ml とした．対照に
は蒸留⽔のみを加えた．没⾷⼦酸 n-プロピルは PDA 培地の 1/90 倍量のエタノール









 アゾキシストロビン 100 µg/ml を含む PDA 培地において，没⾷⼦酸 n-プロピル
1 mM では感受性菌の⽣育が完全には抑えられず, ⼀⽅ 5 mM では耐性菌も⽣育が
強く抑制されたことから，検定培地中の没⾷⼦酸 n-プロピル濃度は 2 mM とした（図




る（⻤⽊ら 1986; ⻄島 1998）．QoI 剤感受性検定で同様の⽅法を試みた結果，雑
菌の混⼊が問題となることはなく，本法で⼗分に検定が可能であった（図 2-2）．そ
の他の条件は QoI 剤耐性輪斑病菌発⽣の初報（富濱ら 2009）に準じ，統⼀検定法
を以下の通り策定した． 
 
①罹病葉の採集：1 圃場につき罹病葉 20 枚以上を⽬安とし，圃場全体から無作為に
採集する．罹病葉を 25℃，湿潤条件下で 2〜4 ⽇間静置して分⽣⼦を形成させる（図
2-2A）． 
②検定培地：PDA 培地にアゾキシストロビン 100 µg/ml および没⾷⼦酸 n-プロピ
ル 2 mM（いずれも最終濃度）を加⽤する．アゾキシストロビンは 20%（w/w）⽔
和剤を滅菌蒸留⽔で 200 倍に希釈し，PDA 培地の 1/9 倍量を加える．没⾷⼦酸 n-

























































































⽣が懸念された（外側 2015）．そこで，2009 年から 2013 年にかけて牧ノ原台地お






て実施した．1 病斑を 1 菌株によるものとみなし，1 圃場あたり 20 菌株を⽬安とし
て調査し，各圃場における耐性菌株率を以下の計算式によって算出した．耐性菌株
率（％）＝耐性菌株数／検定菌株数×100．輪斑病は本地域において 7〜8 ⽉を中⼼
に 5 ⽉から 10 ⽉にかけて発⽣し，越冬葉に発⽣すると翌春まで罹病葉が樹上に残
存することから，本調査では⼀番茶摘採期にあたる 5 ⽉ 1 ⽇を区切りとして 5 ⽉か
ら翌年 4 ⽉までを年度の期間とした． 
 
結果および考察 
 2009/2010 年 は 牧 ノ 原 台 地 南 部 の 御 前 崎 市 を 中 ⼼ に 合 計 98 圃 場 か ら 採 集 し た
2,176 菌株を検定した．その結果，59 圃場で 637 菌株の耐性菌が検出された（表 2-1，
 14 
図 2-3）．御前崎市では朝⽐奈地区を中⼼に調査した結果，55 圃場中 44 圃場と⼤部
分の圃場で耐性菌が検出された．調査圃場のほぼ半数にあたる 25 圃場で耐性菌株
率が 50%以上と⾼く，うち 4 圃場で 100%，12 圃場で 75%以上の菌株が耐性菌で
あった．これらの圃場では耐性菌による QoI 剤の効⼒低下が顕著に起こっているも
のと考えられた．島⽥市では⾦⾕猪⼟居地区を中⼼に調査した結果，22 圃場中 2 圃
場で耐性菌が検出された．耐性菌株率は低く，いずれの圃場でも検出数は 1 菌株の




195 圃場から採集した 3,950 菌株を検定した．その結果，121 圃場で 893 菌株の耐
性菌が検出された（表 2-1，図 2-3）．島⽥市では阪本地区を中⼼に 95 圃場を調査
した結果，ほぼ半数の 46 圃場で耐性菌が検出された．18 圃場で耐性菌が過半数を
占め，うち 3 圃場で耐性菌株率 100%，6 圃場で 75%以上であった．牧之原市では
79 圃場を調査した結果，およそ 7 割の 58 圃場で耐性菌が検出された．耐性菌が検
出された圃場数が多かったのに対し，耐性菌株率が 50%以上の圃場は 10 圃場にと
どまり，⼤部分の圃場では 50%未満であった．御前崎市では前年度も調査した圃場
を中⼼に 17 圃場を調査した結果，16 圃場で耐性菌が検出された． 
 2011/2012 年は牧ノ原台地北部の島⽥市と東部の吉⽥町を中⼼に 155 圃場 3,153
菌株を検定した結果，85 圃場で 738 菌株の耐性菌が検出された（表 2-1，図 2-3）．
島⽥市では阪本地区を中⼼に，前年度も調査した 21 圃場を含む 73 圃場で調査を⾏
った結果，52 圃場で耐性菌が検出され，うち 29 圃場で耐性菌株率が 50%以上であ
った．吉⽥町では 47 圃場を調査した結果，21 圃場で耐性菌が検出されたが，耐性
菌株率が 50%以上の圃場は 6 圃場と少なかった．牧ノ原台地⻄部の菊川市では 19
圃場中 5 圃場で耐性菌が検出されたが，いずれの圃場でも耐性菌株率は低く 25%未
 15 
満であった． 
 2012/2013 年は島⽥市を中⼼に 62 圃場 1,249 菌株を検定した結果，44 圃場で 301
菌株の耐性菌が検出された（表 2-1，図 2-3）．島⽥市では⾦⾕猪⼟居地区を中⼼に，
前年度も調査した 9 圃場を含む 52 圃場で調査を⾏った結果，34 圃場で耐性菌が検
出され，うち 9 圃場で耐性菌株率が 50％以上であった． 
 複数年にわたって調査を⾏った 51 圃場のうち，初年度に耐性菌が検出されなか
った 9 圃場では次年度あるいはそれ以降も耐性菌は検出されなかった（表 2-2）．初
年度に耐性菌が検出された 42 圃場でも耐性菌株率の年次変動はほとんどの圃場で
⼩さく，2 倍以上に増加した圃場は 9 圃場，1/2 以下に減少した圃場は 6 圃場であ
った（表 2-2）．これらのことから，圃場内の耐性菌株率の年次変動は⼩さく，本調
査で観察された耐性菌株率の差異は年次変動ではなく圃場間差であると考えられた． 
 本調査を開始するまでは QoI 剤の防除効果の低下は認識されていなかったが，調
査の結果，初年度から多数の圃場で耐性菌が検出された．4 年間の調査結果をまと
めると 10,528 菌株中 2,569 菌株が QoI 剤耐性で，耐性菌株率は 24.4%であった．
調査を⾏った 457 圃場の過半数の 266 圃場で耐性菌が検出され，そのうち 103 圃場
で耐性菌株率が 50％以上であった（表 2-1，図 2-3）．耐性菌株率が 50%以上の圃場
では QoI 剤の効果が顕著に低下して実⽤的な防除効果は期待できないとされており
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 静岡県では，袋井市の数百 ha の茶園からなる産地の 17 圃場，川根本町の数⼗ ha
の産地の 2 圃場，掛川市の⼩規模の茶園が散在する地域の 1 圃場で採集した 436 菌
株を検定した結果，8 圃場の 77 菌株が QoI 剤耐性であった（表 2-3）．袋井市の 3
圃場で耐性菌株率が 50%以上と⾼かった．⾹川県では，⼩規模茶園が散在する地域
の 5 圃場および同県農業試験場内の 1 圃場で採集した 128 菌株を検定した結果，耐
性菌は検出されなかった（表 2-3）．三重県では，北部（四⽇市市，鈴⿅市，⻲⼭市）
および中部（松阪市，⼤台町）の⼤規模な産地の 11 圃場 90 菌株を検定した結果，
耐性菌は検出されなかった（表 2-3）．滋賀県では約 10 ha の茶産地の 1 圃場で採集




濱ら 2009; 宮崎県総合農業試験場茶業⽀場 2011; 尾松ら 2012; 外側 2015）．⿅




て，南薩地域では検出圃場率 57.7%，耐性菌株率 26.2%であった（富濱ら 2009）．
また，耐性菌株率が 100％であった 8 圃場のうち 7 圃場が南薩地域の圃場であった















推 測 さ れ る ． こ の た め ， 現 在 は 耐 性 菌 の 発 ⽣ が 確 認 さ れ て い な い 地 域 や 圃 場 で も
QoI 剤を使⽤している限り，常に耐性発達のリスクが伴うと考えられる．⽇本植物
病 理 学 会 殺 菌 剤 耐 性 菌 研 究 会 （ 2012） が 策 定 し た 「 野 菜 ・ 果 樹 ・ 茶 に お け る QoI
剤及び SDHI 剤使⽤ガイドライン」において，チャ輪斑病菌は耐性菌発⽣リスク「⾼」
と位置付けられており，耐性菌未発⽣圃場の場合の QoI 剤の使⽤回数は，単剤の場
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第３章 チャ輪斑病菌の QoI 剤中等度耐性の解析 
 
 牧ノ原台地における QoI 剤耐性チャ輪斑病菌の発⽣実態を調査する過程で，QoI
剤に対して耐性と感受性の中間的な反応を⽰す菌株が検出された．これらの菌株は，









 菌類や卵菌類の QoI 剤耐性は通常，QoI 剤の作⽤点であるミトコンドリア電⼦伝
達 系 の 複 合 体 Ⅲ を 構 成 す る チ ト ク ロ ー ム ｂ の ア ミ ノ 酸 置 換 に 起 因 す る
（Fernández-Ortuño et al. 2010）．QoI 剤低感受性菌や実験室内で作出された感受
性 低 下 変 異 株 で は QoI 剤 耐 性 に 寄 与 す る ア ミ ノ 酸 置 換 が 多 数 報 告 さ れ て い る が
（Zheng and Köller 1997），このうち，これまでに植物病原菌の QoI 剤耐性圃場分
離株で検出されたものは 143 番⽬のグリシンのアラニンへの置換（G143A），129
番⽬のフェニルアラニンのロイシンへの置換（F129L）および 137 番⽬のグリシン
のアルギニンへの置換（G137R）の 3 種類である（Fernández-Ortuño et al. 2010）．
最も強い QoI 剤耐性を引き起こすのは G143A 変異で，圃場において防除上の問題
となっている QoI 剤耐性菌の多くは G143A 変異に起因する．⿅児島県における輪








 前章の調査において，病斑上に⽣じた分⽣⼦をアゾキシストロビン 100 µg/ml お
よび没⾷⼦酸 n-プロピル 2 mM 含有 PDA 培地に接種して 4 ⽇間培養後，菌叢⽣育
が無いかごく僅かで感受性と判定された菌株のうち，7 ⽇後に明確な菌叢⽣育がみ




 供試菌株を，オートクレーブ処理して PDA 培地に置いたセロファンフィルム上
に 接 種 し ， 25 ℃ で 3 〜 4 ⽇ 間 培 養 し た ． 菌 体 を 採 取 し て 凍 結 乾 燥 し ，
Mini-Beadbeater-8（BioSpec Products）で破砕した後，DNeasy Plant Mini Kit（キ
アゲン）を⽤いて全 DNA を抽出した．この DNA 溶液を鋳型とし，プライマー
RSCBF1 および RSCBR2（Ishii et al. 2001; 富濱ら 2009）を⽤いて cytb の部分配
列を増幅した．PCR 反応液の組成は，KOD -Plus- Neo（東洋紡）1 U，1×PCR バ
ッファー，MgSO4 1.5 mM，dNTP 各 200 µM，プライマー各 0.3 µM，鋳型 DNA 60 
ng で，全量を 50 µl とした．増幅反応は，熱変性 94℃ 2 分間の後，熱変性 98℃ 10
秒間，アニーリング 54℃ 30 秒間，伸⻑反応 68℃ 1 分間を 30 サイクル⾏い，最後
に伸⻑反応を 68℃で 2 分間⾏った．増幅産物に 1/9 倍量の 10× A‒attachment mix
（ 東 洋 紡 ） を 添 加 し ， 60℃ で 10 分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て dA 付 加 を ⾏ っ た 後 ，
pGEM-T Easy Vector System（プロメガ）を⽤いてクローニングした．これを⼤腸






 PCR の結果，多くの菌株では⿅児島県産菌株（富濱ら 2009）と同様に 286 bp
の増幅産物が得られたが，⼀部の菌株ではこれよりも⻑い 1,520 bp の遺伝⼦断⽚が
増幅された（図 3-2）．286 bp の増幅産物のシークエンス解析の結果，感受性菌株
K08-2（DDBJ アクセッション番号 AB713421），K19-1，K20-1 および K22-1 の塩
基配列は既報の⿅児島県産感受性菌株（FJ811964）と⼀致した（図 3-3，表 3-1）．
また，⾼度耐性菌株 K08-5（AB713422），K19-12，K20-5 および K22-15 の塩基配
列は⿅児島県産⾼度耐性菌株（FJ811965）と⼀致し，コドン 143 に相当する箇所の
塩 基 配 列 が GGT か ら GCT に ， 推 定 ア ミ ノ 酸 が グ リ シ ン か ら ア ラ ニ ン に 置 換
（G143A）していた（図 3-3，3-4，表 3-1）．このことから，静岡県の輪斑病菌に
みられる⾼度耐性は⿅児島県と同様に G143A 変異に起因することが確認された．
中等度耐性菌株 K42-6（AB713423）および K73-20 では，コドン 129 に相当する箇
所の塩基配列が TTC から TTG に，推定アミノ酸がフェニルアラニンからロイシン
に置換（F129L）していた（図 3-3，3-4，表 3-1）．感受性菌株 K66-2（AB713424）
および K133-10，中等度耐性菌株 K38-8（AB713426）および K41-5 ならびに⾼度
耐性菌株 K68-1（AB713425）および K139-1 から得られた 1,520 bp の増幅産物の
塩基配列を 286 bp の増幅産物と⽐較すると，コドン 131 と 132 の間に 1,234 bp の
挿⼊配列が存在した（図 3-3，表 3-1）．この挿⼊配列は，⾃⾝の 3'末端がＧ，上流
のエキソンの 3'末端がＴで，エンドヌクレアーゼと⾼い相同性を⽰す ORF を含む
ことから，group I イントロンであると考えられた（Nielsen and Johansen 2009）．
このイントロンの有無に関わらず，⾼度耐性菌株では G143A 変異，中等度耐性菌
株では F129L 変異が認められた（図 3-3，3-4，表 3-1）．これらの QoI 剤耐性に関
 30 
わる⼀塩基置換を除くと，エキソンおよびイントロンの塩基配列は解析したすべて
の菌株でそれぞれ 100%⼀致した（図 3-3）． 
 以上の結果から，輪斑病菌の cytb にはエキソン−イントロン構造の異なる 2 タイ
プがあり，いずれのタイプの菌株においても QoI 剤⾼度耐性は G143A 変異，中等
度耐性は F129L 変異に起因することが明らかとなった．F129L 変異による QoI 剤
耐 性 は ， こ れ ま で に ジ ャ ガ イ モ 夏 疫 病 菌 Alternaria solani ， ト マ ト 葉 か び 病 菌
Passalora fulva ， ブ ド ウ べ と 病 菌 Plasmopara viticola ， オ オ ム ギ 網 斑 病 菌
Pyrenophora teres，コムギ⻩斑病菌 Pyrenophora tritici-repentis，ペレニアルライ
グラスいもち病菌 Pyricularia oryzae および⽴枯病菌 Pythium aphanidermatum，イ
ネ 紋 枯 病 菌 Rhizoctonia solani で 報 告 が あ る （ Fungicide Resistance Action 
Committee 2012）．このうち，Pl. viticola（Grasso et al. 2006），Pyre. tritici-repentis
（Sierotzki et al. 2007）および Pyri. oryzae（Kim et al. 2003）では G143A 変異，
さらに Pyre. tritici-repentis（Sierotzki et al. 2007）では G137R 変異による QoI 剤
耐性も報告されている．国内でこれまでに F129L 変異菌の報告があるのは Pa. fulva
のみである（Watanabe et al. 2017）．チャ輪斑病菌の F129L 変異菌は国内 2 例⽬の
発⾒で，同⼀種内で G143A と F129L の 2 種類のアミノ酸置換による QoI 剤耐性菌
が確認された国内初の事例である． 
 cytb のエキソン−イントロン構造は種によって⼤きく異なるが，⼀般的に種内に
おいては保存的であるとされている（Grasso et al. 2006; Sierotzki et al. 2007）．し
かし，Botrytis cinerea および A. solani で輪斑病菌と同様にエキソン−イントロン
構造の種内多型が報告されている（Banno et al. 2009; Yin et al. 2012; Leiminger et 
al. 2013）．Botrytis cinerea の cytb にはエキソン−イントロン構造の異なる 6 タイ
プが存在する（Yin et al. 2012）．コドン 143 と 144 の間にイントロンが存在する種
では，G143A 変異が起きるとイントロンのスプライシングに⽀障を来して死に⾄る
ため，G143A 変異菌が出現しないとされている（Grasso et al. 2006; Sierotzki et al. 
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2007）．このため B. cinerea では，この位置にイントロンをもたないタイプの cytb
を有する菌株でのみ G143A 変異が検出された（Banno et al. 2009; Yin et al. 2012）．
⼀⽅，A. solani ではコドン 126 と 127 の間のイントロンの有無に種内多型がみられ
る（Leiminger et al. 2013）．アメリカではこのイントロンが無い系統，ヨーロッパ
ではこのイントロンが有る系統で F129L 変異による耐性菌が検出されており，耐性
菌は両地域において独⽴して出現したと推測されている．輪斑病菌では，エキソン
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第２節 中等度耐性菌の各種 QoI 剤に対する感受性 
 
 ⼀般に常⽤濃度の QoI 剤の散布は cytb の F129L 変異による中等度耐性菌に対し
て ⼗ 分 な 防 除 効 果 を ⽰ す と さ れ て い る （ Fungicide Resistance Action Committee 
2006）．しかし，トマト葉かび病菌 Pa. fulva のように F129L 変異菌による QoI 剤
の防除効果の低下が実際に圃場で確認されている例もある（Watanabe et al. 2017）．
そこで，輪斑病菌の⾼度耐性菌および中等度耐性菌に対する QoI 剤の有効性を明ら
かにするため，培地およびチャ切離葉における G143A 変異菌株と F129L 変異菌株











（２）培地における QoI 剤感受性 
 供試薬剤を蒸留⽔で設定濃度の 10 倍の濃度に希釈し，溶解した PDA 培地に 1/9
倍量の薬剤希釈液を混和して，供試薬剤 100，10，1，0.1，0.01，0.001 および 0 µg/ml
と没⾷⼦酸 n-プロピル 2 mM を含有する PDA 培地を調製した．供試菌株を PDA
培地，25℃で 4 ⽇間培養して，菌叢外周部から直径 6 mm の菌叢ディスクを取り，
菌叢⾯が培地に接するように検定培地に置床した．25℃で 4 ⽇間培養後に菌叢直径
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性菌株の EC50/感受性菌株の EC50． 
 
（３）チャ切離葉における QoI 剤感受性 
 圃場から採取したチャ品種「やぶきた」の成葉に 3×3 mm の⼗字形の傷を付けた
のち，農薬登録上の希釈倍数（アゾキシストロビン⽔和剤，クレソキシムメチル⽔
和 剤 お よ び ト リ フ ロ キ シ ス ト ロ ビ ン ⽔ 和 剤 は 2,000 倍 ， ピ リ ベ ン カ ル ブ ⽔ 和 剤 は
3,000 倍）で希釈した供試薬剤に瞬時浸漬した．対照は蒸留⽔に浸漬した．⾵乾し
たのち，付傷部に供試菌株の分⽣⼦懸濁液（2×105 個/ml）5 µl を滴下した．1 処理
区あたりチャ葉 5〜10 枚を⽤いて計 10〜20 ヶ所に接種した．接種葉を 25℃，12 h
照明の湿室に静置し，接種 10 ⽇後に発病率および病斑直径を調査して，以下の計
算式により抑制率を算出した．発病抑制率（％）=（1−薬剤処理区の発病率/薬剤
無 処 理 区 の 発 病 率 ） ×100， 病 斑 拡 ⼤ 抑 制 率 （ ％ ） =（ 1− 薬 剤 処 理 区 の 病 斑 直 径 /
薬剤無処理区の病斑直径）×100．アゾキシストロビン⽔和剤については試験を 3
回，その他の薬剤では 2 回⾏った． 
 
結果および考察 
 培地上における感受性菌株 K08-2，K66-2，K68-4 および K73-1 の⽣育は，アゾ
キシストロビン 1 µg/ml によって対照の 4.6〜8.5%に抑制された（図 3-5）．⼀⽅，
G143A 変異菌株 K08-5，K68-1 および K73-2 の⽣育はまったく抑制されなかった（図
3-5）．これに対し，F129L 変異菌株 K38-8，K41-5，K42-6，K68-3 および K73-20
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は 感 受 性 菌 株 と G143A 変 異 菌 株 の 中 間 的 な 反 応 を ⽰ し ， ア ゾ キ シ ス ト ロ ビ ン 1 
µg/ml によって⽣育が対照の 50.3〜75.0%に抑制された（図 3-5）．アゾキシストロ
ビンの EC50 は，感受性菌株ではすべて 0.03 µg/ml であったのに対し F129L 変異菌
株では 1.22〜2.90 µg/ml（平均 1.69 µg/ml）で，RF は 40.7〜96.7（平均 56.2）で
あった（表 3-2）．G143A 変異菌株は⽣育阻害率がアゾキシストロビン濃度 10 µg/ml
以上において最⼤ 50%前後で頭打ちとなり，EC50 および RF を算出できなかった．
G143A および F129L 変異菌株は他の QoI 剤に対して交差耐性を⽰したが，F129L
変異菌株の RF はクレソキシムメチルで 3.6〜8.7（平均 5.8），トリフロキシストロ
ビンで 0.5〜7.0（平均 3.0）とアゾキシストロビンに対する RF に⽐べて著しく低く，
ピリベンカルブでも 16.2〜35.2（平均 24.7）と低かった（図 3-6〜3-8，表 3-2）．
G143A 変異菌株に対する EC50 はクレソキシムメチルおよびトリフロキシストロビ
ンではアゾキシストロビンと同様に算出不能であったが，ピリベンカルブの EC50
は 1.10〜4.36 µg/ml（平均 2.37 µg/ml）で RF は 18.3〜72.7（平均 39.4）であった
（図 3-6〜3-8，表 3-2）． 
 チャ切離葉への接種試験では，対照の蒸留⽔処理区における発病率は 95〜100%
であったのに対し，アゾキストロビン処理区では感受性菌株による発病は完全に抑
えられ，発病抑制率は 100%であった（図 3-9，図 3-10）．⼀⽅，G143A 変異菌株
に対する抑制効果は低く，発病抑制率は−4〜12%，病斑拡⼤抑制率は 4〜17%であ
った（図 3-9，図 3-10）．F129L 変異株は感受性菌株と G143A 変異菌株の中間的な
反応を⽰し，発病抑制率は 15〜77%，病斑拡⼤抑制率は 56〜91%であった（図 3-9，
図 3-10）．クレソキシムメチルはアゾキシストロビンよりも抑制効果が低く，感受
性 菌 株 に 対 す る 発 病 抑 制 率 お よ び 病 斑 拡 ⼤ 抑 制 率 は そ れ ぞ れ 33%お よ び 72%，
G143A 変異菌株に対する発病抑制率および病斑拡⼤抑制率はそれぞれ 0%および−















に対する RF は 100 以上であるのに対し，F129L 変異による中等度耐性菌のアゾキ
シストロビンに対する RF は低く 5〜15 程度である（Fungicide Resistance Action 
Committee 2006）．F129L 変異菌のアゾキシストロビン以外の QoI 剤のトリフロキ
シストロビン，ピラクロストロビン，ファモキサドンおよびフェンアミドンに対す
る交差耐性の程度はさらに低く，ほとんど耐性を⽰さない場合もある（Kim et al. 
2003; Leiminger et al. 2013; Pasche et al. 2004, 2005）．輪斑病菌の F129L 変異菌の
アゾキシストロビン感受性を調査した結果，耐性の程度は G143A 変異菌よりも低








除において F129L 変異菌による防除効果の低下が問題となる可能性は G143A 変異
菌に⽐べて低いと考えられた．また，ピリベンカルブは QoI 剤の⼀種であるが，キ
ュウリ灰⾊かび病菌 Botrytis cinerea などにおいて QoI 剤耐性菌のピリベンカルブ
に対する交差耐性の程度が低いことが報告されている（尾崎・貴⽥ 2014）．輪斑病
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 中等度耐性菌の分布状況を 456 圃場で調査した結果，28 圃場から 85 菌株の中等
度耐性菌が検出された（図 3-15）．中等度耐性菌の分布は牧ノ原台地の⼀部地域に




性菌のみが検出されたのは 3 圃場だけで，残る 25 圃場では中等度耐性菌と⾼度耐
性菌の両⽅が検出された（図 3-15）． 
 ⼀般に F129L 変異による QoI 剤耐性は弱く，実⽤濃度の QoI 剤は F129L 変異菌
に 対 し て ⼗ 分 な 防 除 効 果 を ⽰ す と さ れ て い る （ Fungicide Resistance Action 
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Committee 2006）．しかし，トマト葉かび病菌 Pa. fulva では⼀般⽣産者圃場におい
て F129L 変 異 菌 に よ る ア ゾ キ シ ス ト ロ ビ ン の 薬 効 低 下 が 問 題 と な っ て い る





在するコムギ⻩斑病菌 Pyre. tritici-repentis では，当初は F129L 変異による中等度
耐性菌のみが検出されたが，現在では G143A 変異による⾼度耐性菌が多数を占め









＊本章の内容の⼤部分は Yamada et al.（2012）として学術誌 Journal of General 







































































































 輪斑病菌の QoI 剤耐性は cytb の⼀塩基置換に起因することから，これを検出す
ることにより耐性菌の診断が可能である．G143A 変異による耐性菌の遺伝⼦診断法
として，前章でも⽤いたプライマーRSCBF1 および RSCBR2 と制限酵素 Fnu4HI を
⽤いた PCR-RFLP 法（Ishii et al. 2007）がある．本法は当初はうどんこ病菌などを
対象として開発されたものであるが，プライマーの汎⽤性が⾼いことから多くの植
物病原菌で利⽤されており，輪斑病菌にも適⽤可能である．しかし，前章で⽰した
通り，cytb にイントロン 131/132 を有する菌株では増幅産物が 1,520 bp と⼤きく
なる．このような菌株では PCR による増幅の失敗が，特に粗抽出 DNA を鋳型とし
た場合には無視できない頻度で発⽣した．また，イントロン中に Fnu4HI 認識配列





 輪斑病菌の DNA 抽出は前章と同様に市販の DNA 抽出キットを⽤いて⾏った．
 57 
既存のプライマーRSCBF1 および RSCBR2（Ishii et al. 2007）とそれぞれ対になる
新規プライマーPlcbinR（5ʼ-GCATAAAATCTATCAGTAGATGCAGAA-3ʼ）および
PlcbinF（ 5ʼ-GCTTAATGCACAGTCGGAACT-3ʼ） を イ ン ト ロ ン 配 列 中 に 設 定 し ，
これら 4 種類のプライマーを⽤いたマルチプレックス PCR により，コドン 129 お
よび 143 を含む遺伝⼦断⽚を増幅した（表 4-1，図 4-1）．PCR 反応液の組成は，
TaKaRa Ex Taq™ Hot Start Version（タカラバイオ）0.5 U，1× Ex Taq バッファ
ー，dNTP 各 200 µM，プライマー各 0.2 µM，鋳型 DNA 10〜15 ng で，全量を 20 µl
とした．増幅反応は，熱変性 94℃ 30 秒間，アニーリング 52℃ 30 秒間，伸⻑ 72℃ 
1 分間を 30 サイクル⾏った．PCR 反応液 10 µl に Fnu4HI および ScrFI（ともに New 
England Biolabs）各 1 U を加え，37℃で 1 時間インキュベートした後，2.5%アガ
ロースゲルおよび Tris-acetate-EDTA（TAE）バッファーで電気泳動し，エチジウ
ムブロマイドで染⾊して UV 照射下で泳動パターンを確認した． 
 より省⼒的な⽅法として，マイクロウェーブ法（Ferreira and Glass 1996）によ
る DNA 抽出を試みた．PDA 培地上のコロニーから微量の気中菌⽷をマイクロチュ
ーブに採取し，キャップを閉めて家庭⽤電⼦レンジ（500 W）で 5 分間マイクロウ
ェーブ照射した後，Tris-EDTA（TE）バッファー50 µl を加えてボルテックスミキ
サーで撹拌し，上清を鋳型 DNA 溶液として PCR 反応液 20 µl あたり 2 µl を⽤いた． 
 
結果および考察 
 既存のプライマー2 種類と新規プライマー2 種類を⽤いたマルチプレックス PCR
によって，イントロン 131/132 を有する菌株ではコドン 129 および 143 をそれぞれ
含む 510 bp および 200 bp の増幅産物が得られた（図 4-1）．イントロンを含まない
菌株では，イントロンに設定した新規プライマーがアニーリングしないため，従来
法（Ishii et al. 2007）と同様にコドン 129 および 143 の両⽅を含む 286 bp の増幅
産物が得られた（図 4-1）．マイクロウェーブ法による粗抽出 DNA 溶液を鋳型とし
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た場合でも PCR を 35〜40 サイクル⾏うことで⼗分な増幅産物が得られた．G143A
変異はコドン 143 から 144 の塩基配列 GGTGC の GCTGC への変異による Fnu4HI
の認識配列 GCNGC の⽣成として検出された（図 4-1，4-2）．F129L 変異はコドン
129 から 131 の塩基配列 CCTGG の GCTGG への変異による ScrFI の認識配列
CCNGG の消失として検出された（図 4-1，4-2）．したがって，増幅産物は制限酵
素 Fnu4HI および ScrFI によって，感受性菌では 1 ヶ所，⾼度耐性菌では 2 ヶ所で
切断され，中等度耐性菌では切断されなかった（図 4-1）． 
 本法によって，中等度耐性菌 32 菌株，⾼度耐性菌 8 菌株および感受性菌 7 菌株
の遺伝⼦診断を⾏ったところ，すべての菌株で寒天平板希釈法による検定結果と⼀
致した（表 4-2）．cytb にイントロン 131/132 を有する菌株の割合は 26%であった
（表 4-2）．DNA 抽出にマイクロウェーブ法を⽤いると，DNA 抽出から判定までを
4 時間程度で⾏うことができた． 
 以上の結果から，本法はチャ輪斑病菌の QoI 剤に対する⾼度および中等度耐性菌
の遺伝⼦診断法として利⽤できると考えた．いくつかの植物病原菌において，耐性
菌を感受性菌と誤診断する原因となる cytb のヘテロプラスミ （ー野⽣型と変異型の
ミトコンドリア DNA の混在）や，ScrFI では検出できない塩基置換による F129L





＊本節の内容の⼤部分は Yamada et al.（2012）として学術誌 Journal of General 
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 供試サンプルとして第 2 章の調査において採集した輪斑病罹病葉を⽤いた．検定
は図 4-3 に⽰した⼿順で⾏った．罹病葉を室温（20〜30℃），室内散光下の湿室に 2
〜4 ⽇間静置して分⽣⼦を形成させた．⼗分に硬化した健全なチャ成葉を沸騰⽔道
⽔で 5〜10 分間煮沸した後，アゾキシストロビン⽔和剤（アミスター20 フロアブル，
シンジェンタジャパン）の 200 倍希釈液に瞬時浸漬した．アゾキシストロビン⽔和
剤の農薬登録上の希釈倍数は 2,000 倍であるが，この場合の薬剤の所要量は薬液 100 
ml あたり 0.05 ml とごく少なく計量にピペットが必要である．そこで，本法では簡













イエルクロップサイエンス］の 3 剤を供試した．アゾキシストロビン⽔和剤の 200
倍希釈液に供試 DMI 剤を 200 倍希釈となるように添加した薬液に煮沸チャ葉を浸
漬し，輪斑病菌の分⽣⼦を接種して，その後の輪斑病菌の⽣育を観察した． 
 より簡便な検定法として，罹病葉⽚の貼付接種による検定を試みた．輪斑病病斑



















 本法により，⼀般農家の 14 圃場から採集した罹病葉 147 枚について検定を⾏っ
たところ，11 圃場ではすべてのサンプルで本法と従来の寒天平板希釈法による検定
















































































































































































































































 チャ輪斑病菌の QoI 剤耐性菌は⿅児島県で初めて検出された 2008 年の時点で，






第１節 ISSR 分析によるチャ輪斑病菌の DNA フィンガープリンティング 
 
 Inter-simple sequence repeat（ISSR）分析は，simple sequence repeat（SSR，マ
イクロサテライト）を利⽤した簡便な DNA 多型検出法である（Ziętkiewicz et al. 
1994）．SSR の塩基配列に基づいたプライマーを⽤いて PCR を⾏うことによってゲ
ノムの SSR 間，すなわち ISSR 領域を増幅し，増幅産物を DNA マーカーとして利
⽤する．基本原理は random amplified polymorphic DNA（RAPD）と同じであり，
RAPD と同様にマーカー開発が簡単で，クローン同定や半数体⽣物の遺伝的多様性
の研究に利⽤できる．ISSR は RAPD よりも多型性が⾼く，また，アニーリング温
度を⾼く設定できることから安定性が⾼いとされている（種⽣物学会 2001）．ここ
では，遺伝的集団構造解析による耐性菌の分布拡⼤経路の推定を⽬的として，ISSR
分析による輪斑病菌の DNA フィンガープリンティングを試みた． 
 
材料および⽅法 
 第 2 章の調査において採集した単胞⼦分離菌株を PDA 培地に置いたセロファン
上で培養し，菌体を採取して凍結乾燥した後，Mini-Beadbeater-8（BioSpec Products）
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を⽤いてビーズ破砕した．E.Z.N.A. Fungal DNA Mini Kit（Omega Bio-Tek）を⽤
い，メーカーのプロトコルに従って全 DNA を精製した．ISSR プライマーとして
CGA［DHB（CGA）5］，CCA［DD（CCA）5］および GT［VHV（GT）5G］（D，
H，B および V は混合塩基：D はＣ以外，H はＧ以外，B はＡ以外，V はＴ以外）
の 3 種類を⽤いて ISSR 領域を増幅した（Hantula et al. 1996; Takatsuka 2007）．PCR
反 応 液 の 組 成 は 1× HotStarTaq Plus Master Mix（ キ ア ゲ ン ）， 1× CoralLoad 
Concentrate（キアゲン），プライマー0.4 µM，鋳型 DNA 5 ng，総容量 20 µl とした．
反応条件は熱変性を 95℃で 5 分間⾏った後，熱変性 94℃ 1 分間，アニーリング 1
分間，伸⻑ 72℃ 2 分間を 35 サイクル⾏い，最後に伸⻑を 72℃で 10 分間⾏った．
アニーリング温度は 53.5℃（プライマーCGA および CCA）または 49℃（プライマ
ーGT）とした（Takatsuka 2007）．増幅産物を 1.0%アガロースゲルおよび 0.5× 
Tris-borate-EDTA（TBE）バッファーで電気泳動した後，エチジウムブロマイドで
染⾊し，UV 照射によって DNA バンドを検出した．バンドのサイズは 200 bp DNA 
Ladder（タカラバイオ）との⽐較によって推定した．400〜3,000 bp の範囲にある
明瞭なバンドについて，その有無を⽬視で判定した．明確に判定できないバンドは
分析から除外した．それぞれの ISSR 型について少なくとも 1 菌株は解析を 2 回実
施して，ISSR 型の安定性を確認した．ISSR 型をハプロタイプと⾒なし，以下の計




ここで n は解析した菌株数，xi は i 番⽬のハプロタイプの頻度である． 
 
結果および考察 
 輪斑病菌 193 菌株について ISSR 分析を⾏った結果，3 種類のプライマーで合計
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34 本の安定なバンドが検出され，その内 16 本（47％）に菌株間で多型が認められ
た（図 5-1）．感受性菌では 8 圃場からのそれぞれ 6〜10 菌株を解析した結果，各圃
場内において 4〜7（平均 5.3）種類の ISSR 型が検出され，圃場内におけるハプロ
タイプ多様度 h は 0.79〜0.94（平均 0.85）と⾼かった（表 5-1）．⼀⽅，⾼度耐性
菌では 13 圃場からのそれぞれ 8〜9 菌株を解析した結果，1〜5（平均 2.6）種類の
ISSR 型が検出され，ハプロタイプ多様度 h は 0.00〜0.89（平均 0.51）で，感受性
菌に⽐べて低かった（表 5-1）．中等度耐性菌はさらに多様度が低く，4 圃場からの
それぞれ 4〜6 菌株を解析した結果，3 圃場から 1 種類，1 圃場から 2 種類の ISSR
型が検出され，ハプロタイプ多様度 h は 0.00〜0.67（平均 0.17）であった（表 5-1）．
以上の結果から，輪斑病菌の ISSR 分析によって検出される DNA 多型は多様性が⾼
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 第 2 章の調査において採集した牧ノ原台地産輪斑病菌株を材料として，ISSR 分析
による DNA フィンガープリンティングを⾏った．地域間および耕作者間の⾼度耐
性菌集団構造の差異を明らかにするため，analysis of molecular variance（AMOVA，




 ISSR 分析は前節と同様に⾏った．第 2 章の調査で採集した菌株の中から，⾼度耐
性菌 623 菌株（244 圃場），中等度耐性菌 64 菌株（27 圃場），感受性菌 395 菌株（319
圃場）の合計 1,082 菌株（395 圃場）を分析した（図 5-2）．調査圃場のうち 233 圃
場で耐性菌と感受性菌の両⽅が検出され，うち 171 圃場について両⽅の菌株を解析
した．調査圃場を島⽥（北部），吉⽥（東部），牧之原（中部〜南東部）および御前






の 12 圃場については翌年に採集した菌株も分析した．ISSR 型を，バンド有りを「1」，
バンド無しを「0」で表したバイナリデータとして記録し，Nei and Li/Dice の類似
度係数（Nei and Li 1979）を算出した．FreeTree ver 0.9.1.50 ソフトウェア（Pavlicek 
et al. 1999）を使⽤し，⾮加重結合法（unweighted pair group method with arithmetic 
mean, UPGMA）によってデンドログラムを作成した．デンドログラムの頑健性を
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ブートストラップ解析（1,000 反復）によって評価した．系統樹の描画には TreeView 
ver 1.6.6 ソフトウェア（Page 1996）を使⽤した．Arlequin ver 3.5.1.3 ソフトウェ






（１）輪斑病菌株の ISSR 型 
 ISSR 分析の結果，42 種類の明確に異なる ISSR 型（PL01〜PL42）が検出された
（図 5-3）．⾼度耐性菌からは 18 種類，中等度耐性菌からは 7 種類，感受性菌から
は 38 種類の ISSR 型が検出された（図 5-3）．このうち 5 種類の ISSR 型が⾼度耐性，
中等度耐性および感受性菌で共通して検出され，10 種類が⾼度耐性および感受性菌，






 島⽥の⾼度耐性菌の優占 ISSR 型は PL05 で，⾼度耐性菌が分離された圃場の 69%
で検出された．PL05 は隣接する吉⽥および牧之原でも検出されたが頻度は 26%お
よび 28%と低く，御前崎では検出されなかった（図 5-3，5-4）．⼀⽅，御前崎の⾼




崎における優占 ISSR 型の PL05 および PL10 がそれぞれ 2 および 3 番⽬に多く，検
出頻度はそれぞれ 28%および 12%であった．最も多かった PL06 の検出頻度は 38%
で，島⽥における PL05 および御前崎における PL10 に⽐べると優占度は低かった
（図 5-3，5-4）．吉⽥では PL11 が最も多く，48%の圃場で検出された．PL11 は他
の 3 地域グループでも検出されたが頻度は低く 5〜17%であった（図 5-3，5-4）．同
⼀圃場から分離された⾼度耐性菌株を⼀つの集団と⾒なし，4 つの地域グループに
分け，集団内における ISSR 型の頻度をデータとして⽤いて AMOVA を⾏った結果，
各階層で有意な集団分化が検出された．グループ間の固定指数 FCT は 0.213 で，グ
ループ内の集団間の固定指数 FSC の 0.128 よりも⾼かった（表 5-2）．このことから，
⾼度耐性菌では地域間でより⼤きな集団分化が⽣じていることが⽰唆された． 
 中等度耐性菌は御前崎の 24 圃場および牧之原の 3 圃場で検出された．これらの
27 圃場から分離された中等度耐性菌 64 菌株から 7 種の ISSR 型が検出された（図
5-3）．御前崎では合計 4 種の ISSR 型が検出された．最も多い ISSR 型は PL02 で，
14 圃場（58%）で検出された．次に多かった PL09 は 10 圃場（42%）で検出され，
うち 3 圃場では両⽅が検出された（図 5-3）．牧之原では 3 圃場の 5 菌株から 4 種の






 ⾼度耐性菌が検出され，かつ耕作者を特定できた島⽥の阪本地区の 19 圃場につ
いて，⾼度耐性菌の遺伝的集団構造を解析した．これらの圃場における⾼度耐性菌
の ISSR 型は島⽥地域全体と同様に PL05 および PL08 が多く，それぞれ 19 および
17 圃場で検出された（表 5-3）．圃場を耕作者別に 6 グループに分けて AMOVA を
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⾏った結果，グループ内の集団間の固定指数 FSC は−0.013，全集団間の固定指数
FST は 0.059 で集団分化は認められなかったのに対し，グループ間の固定指数 FCT
は 0.071 で有意な集団分化が認められた（表 5-4）． 
 
（４）⾼度耐性菌の遺伝的集団構造の年次変動 
 同 ⼀ 圃 場 で 異 な る 年 に 採 集 し た ⾼ 度 耐 性 菌 株 を 採 集 年 で グ ル ー プ 分 け し て
AMOVA を⾏った．御前崎の 15 圃場で 2009 年および 2010 年に採集した 30 集団
112 菌株および島⽥の 12 圃場で 2010 年および 2011 年に採集した 24 集団 110 菌株
について解析を⾏った結果，2009/2010 年のサンプルのグループ内の集団間の固定
指数 FSC および全集団間の固定指数 FST はそれぞれ 0.147 および 0.139 で，それぞ
れの階層で有意な集団分化が認められたのに対し，グループ間の固定指数 FCT は−
0.010 と⾮常に低かった（表 5-5）。2010/2011 年のサンプルでは FSC および FST が
いずれも 0.020 と低かったが，FCT はさらに低く−0.000 であった（表 5-5）． 
 
考察 
 ISSR 分析の結果，耐性菌株から多数の ISSR 型が検出された．ISSR 型は核 DNA
マーカーである（Ziętkiewicz et al. 1994）のに対し，QoI 剤耐性は通常ミトコンド
リア DNA（mtDNA）上の遺伝⼦の変異に起因する（Fernández-Ortuño et al. 2010; 
Gisi et al. 2002）．Pestalotiopsis はいわゆる不完全菌であり，P. longiseta を含む⼤
部分の種で有性世代が知られていないことから，その伝染環において分⽣⼦による
ク ロ ー ン 増 殖 が 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る と 推 測 さ れ て い る
（Maharachchikumbura et al. 2011）．したがって，輪斑病菌において ISSR 型の違










ラスいもち病菌 Pyri. grisea では，⽶国ケンタッキー州および周辺地域で採集され
た QoI 剤耐性菌株の DNA フィンガープリンティングの結果，⾼度耐性菌 14 菌株
から 5 種類，中等度耐性菌 6 菌株から 3 種類の DNA 型が検出され，そのうち⾼度
耐性菌 9 菌株および中等度耐性菌 4 菌株がそれぞれ同⼀の DNA 型であった（Kim et 
al. 2003）．ペレニアルライグラス上の Pyri. grisea 集団は輪斑病菌と同様に無性的
で あ る と 考 え ら れ て い る （ Viji et al. 2001）． 同 様 の 現 象 は イ ネ い も ち 病 菌 Pyri. 
oryzae の シ タ ロ ン 脱 ⽔ 酵 素 阻 害 型 メ ラ ニ ン 合 成 阻 害 （ melanin biosynthesis 
inhibitor-dehydratase， MBI-D） 剤 に 対 す る 耐 性 菌 で も 観 察 さ れ て い る ．  MBI-D
剤と QoI 剤の作⽤機構は全く異なるが，MBI-D 剤耐性は QoI 剤耐性と同様に薬剤
の標的タンパク質の遺伝⼦の⼀塩基置換によるアミノ酸置換に起因する（Takagaki 
et al. 2004）．また，イネ上の Pyri. oryzae 集団は輪斑病菌と同様に無性的であると
考えられている（Nottéghem et al. 1994; Suzuki et al. 2009）．MBI-D 耐性イネいも
ち病菌の遺伝的集団構造を Pot2-TIR rep-PCR 法によって解析した結果，佐賀県で
2002〜2003 年に採集した耐性菌株から合計 24 種類の DNA 型が検出されたが，耐
性菌検出圃場の 72.0%（2002 年）および 56.5%（2003 年）で同⼀の DNA 型の耐
性菌株が検出された（Suzuki et al. 2007）．MBI-D 剤耐性イネいもち病菌の遺伝的
集 団 構 造 に つ い て は 三 重 県 で も 2006〜 2007 年 に 調 査 が ⾏ わ れ た （ Suzuki et al. 
2012）．耐性菌株から合計 21 種類の DNA 型が検出されたが，耐性菌検出圃場の











こることから（堀川 1986c; 江塚・安藤 1994; ⻄島 2008），空気伝染性の病原菌
よりも伝播距離は短く，速度も遅いものと推測される（Madden 1992; McCartney et 
al. 2006）．⼀⽅で，輪斑病菌は主に機械摘採によって葉や茎に⽣じた新鮮な傷⼝か
ら感染することから，摘採機を介した⼈為的伝播によって圃場間を速やかに伝播す








 ⼀⽅，同⼀地域内では耕作者が異なっていても特定の ISSR 型の菌株が優占して
いた．主な ISSR 型は地域によって異なり，島⽥では PL05（99 圃場中 64 圃場），
吉⽥では PL11（23 圃場中 11 圃場），牧之原では PL06（65 圃場中 26 圃場），御前
崎では PL10（58 圃場中 37 圃場）の菌株が優占していた．同様の傾向は中等度耐
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の ⾶ 散 距 離 は ご く 短 く ， ⼤ 部 分 は 1 m 以 内 に 落 下 す る と 推 定 さ れ る が （ Madden 
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0 3 0 0 0 0 0 0 6 8 16 1
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4
0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 3 25 14 6
1 7 7 1 0 1 14 0 7 26 13 13
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0 3 2 1 0 0 0 0 0 3 1 0
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0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
0 0 0 1 0 0 0 0 0 4 0 4
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0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
1 3 8 39 0 0 0 0 1 0 2 2
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0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
11 17 3 6 0 0 0 0 0 5 4 9
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0 0 0 2 0 0 0 0 1 1 2 1
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
0 6 25 16 0 1 0 0 6 19 2		 4
0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2 1
0 0 1 0 0 0 0 0 0 5 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
























































znF Y~l y| znca znLOM NjX_
;A.?I ) )-// 		/) (
(, 74A 1 	(
)
;A.?oS
\gI (*	 /.,/ 		** 
	
































































(,* * ) 







znF Y~l y| znca znLOM NjX_
;A.?I  ),( 		(
 -








































 	) N				 N		( 74A 1N				
;A.?oS
\gI (( --	 			- (		 7#4 1 		(	






第 6 章 総合考察 
 













効果が著しく低下した（Brent and Hollomon 2007）．チャ輪斑病菌でも 1979 年に
静岡県において MBC 剤耐性菌の出現が初めて確認され，1980 年代には全国の茶産
地 で 耐 性 菌 が 検 出 さ れ る よ う に な っ た （ 堀 川  1986b; ⻤ ⽊ ら  1986）． こ の た め ，
MBC 剤は防除効果を喪失し，輪斑病防除に使⽤されなくなった（尾松ら 2012; 外
側 2015）．MBC 剤に代わって 1980 年代半ばから治療剤の主流となった DMI 剤は，
チャでは炭疽病に対して⾼い治療効果を有することから現在に⾄るまで広く使⽤さ
れているが，輪斑病菌に対する活性は低く，輪斑病に有効な治療剤が存在しない状
況がしばらく続いた．1990 年代末に上市された QoI 剤のアゾキシストロビンは輪
斑病に対して⾼い治療効果を有し，基幹防除薬剤として広く普及した．しかし，こ
の QoI 剤 に 対 し て も 2008 年 に ⿅ 児 島 県 で 耐 性 菌 の 出 現 が 確 認 さ れ た （ 富 濱 ら 
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2009）． 
 輪斑病において先に問題となった MBC 剤耐性菌は，MBC 剤の使⽤を中⽌しても








った（宮崎県総合農業試験場茶業⽀場 2011; 尾松ら 2012;外側 2015）．しかし，
静岡県における耐性菌の分布範囲は広いものの，耐性菌が検出された圃場の割合は
必ずしも⾼くなく，牧ノ原台地および周辺地域で調査した 477 圃場のうち，耐性菌
が 1 菌株でも検出された圃場は約半数の 274 圃場，耐性菌検出率が 25%以上の圃場
は約 3 割の 149 圃場であった．静岡県内の他の地域ではこれよりもさらに低く，耐
性菌検出圃場率は 25％以下であった（外側 2015）．⿅児島県での発⽣状況も同様
で，最も多かった南薩地域では約半数の圃場で耐性菌が検出されたが，他の地域で
は 30%以下であった(富濱ら 2009; 尾松ら 2012)．以上の調査結果から，両県にお
いて耐性菌はすでに広い範囲で発⽣しているものの，その分布はモザイク状であり，
多くの圃場ではまだ耐性菌は発⽣しておらず，耐性菌の蔓延阻⽌が可能であると考
















ている（Brent and Hollomon 2007）．QoI 剤耐性は通常，mtDNA 上の cytb の⼀塩
基置換に起因するが，⼀般に mtDNA は核 DNA よりも突然変異率が⾼く，進化速





















 本研究では QoI 剤耐性菌を解析の対象としたが，かつて問題となった MBC 剤耐
性も QoI 剤耐性と同様に薬剤の標的タンパク質遺伝⼦の⼀塩基置換に起因し，野⽣
型 の 感 受 性 菌 が 突 然 変 異 に よ っ て 容 易 に 耐 性 を 獲 得 す る （ Koenraadt et al. 1992; 
Brent and Hollomon 2007）．したがって，MBC 剤耐性菌も QoI 剤耐性菌と同様の
経 路 で 全 国 の 茶 産 地 に 蔓 延 し た と 推 測 で き る ． ま た ， QoI 剤 耐 性 は 適 応 度 コ ス ト
（ fitness cost） を 伴 わ な い こ と が い く つ か の 植 物 病 原 菌 に お い て 報 告 さ れ て い る











た ． QoI 剤 耐 性 菌 の 遺 伝 ⼦ 診 断 法 と し て ， う ど ん こ 病 菌 な ど を 対 象 に 開 発 さ れ た
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茶における QoI 剤及び SDHI 剤使⽤ガイドライン」では，チャにおける QoI 剤の使
⽤は単剤の場合は 1 年 1 回まで，混⽤（効果が期待できる他の成分を含む）の場合











含む既成の混合剤として，QoI 剤とは作⽤機構の異なる SDHI 剤のボスカリドと
QoI 剤のピラクロストロビンの混合剤があるが，ボスカリドは輪斑病菌に対する活
性が低く，混⽤による QoI 剤耐性発達の遅延効果は期待できない（⼭⽥ 未発表; 外
側 2015）．これらのことから，輪斑病菌の QoI 剤耐性対策において薬剤の混⽤は実















































除 が 不 可 ⽋ で あ る ． チ ャ の 重 要 病 害 の ⼀ つ で あ る 輪 斑 病 （ 病 原 菌 ： Pestalotiopsis 
longiseta）に対して，アゾキシストロビン⽔和剤が治療効果を有し卓効を⽰すこと
から基幹防除薬剤として広く使⽤されている．アゾキシストロビンは作⽤機構上，





ている．チャ輪斑病菌でも 2008 年に⿅児島県において QoI 剤耐性菌の出現が確認
され，その分布拡⼤が危惧された． 
 そこで，チャ輪斑病菌の QoI 剤感受性統⼀検定法を策定して広く調査を呼びかけ
ると共に，我が国で最⼤の茶産地である静岡県牧ノ原台地における QoI 剤耐性チャ
輪斑病菌の発⽣実態を調査した．その結果，牧ノ原台地の 457 圃場中 266 圃場から
耐性菌が検出され，そのうち 103 圃場で耐性菌検出率が 50%以上であった．また，
全国の複数の茶産地から耐性菌が検出され，静岡県および⿅児島県では耐性菌が県
内のほぼ全域に蔓延していることが明らかとなった． 
 この調査において，既知の⾼度耐性菌と感受性菌の中間的な QoI 剤感受性を⽰す
中等度耐性菌が検出された．⾼度耐性菌は QoI 剤の作⽤点であるチトクローム b 遺
伝⼦（cytb）の G143A 変異に起因するのに対し，中等度耐性菌は F129L 変異に起
因していた．アゾキシストロビンに対する耐性係数（RF）は，⾼度耐性菌株ではア
ゾキシストロビンによる⽣育阻害率が低く算出不能であったのに対し，中等度耐性
菌株では平均 56.2 であった．⾼度耐性菌株は同じ QoI 剤のクレソキシムメチルお
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よびトリフロキシストロビンに対しても同様に RF が算出不能で⾼い耐性を⽰した








































Disease control by chemical fungicides is essential, because diseases occur frequently in 
Japanese tea (Camellia sinensis) cultivation. Azoxystrobin is the preferred fungicide against 
gray blight caused by Pestalotiopsis longiseta, which is one of the most serious tea diseases 
in Japan, because of its high and curative activity. Based on the mode of action, azoxystrobin 
is classified into the Qo inhibitor (QoI) group of fungicides, which inhibit respiration by 
binding to the Qo site in mitochondrial complex III. QoI fungicides are important 
agricultural fungicides because of their high control efficacy against a broad range of plant 
pathogenic fungi. However, QoI fungicides are at high risk of resistance development in 
pathogens due to their single-site mode of action. Occurrence of field resistance against QoI 
fungicides has been reported in many plant pathogenic fungi worldwide. In P. longiseta, 
QoI-resistant isolates were first identified in tea fields in Kagoshima Prefecture, Japan in 
2008. Their spread to other tea-growing areas is of concern. 
In this study, we established a standard method for a QoI sensitivity assay, and 
encouraged related people to investigate fungicide sensitivity. We investigated an 
occurrence of QoI resistance in P. longiseta in Makinohara Plateau, Shizuoka Prefecture, 
which is Japan's largest tea-growing area. We identified QoI-resistant isolates in 266 out of 
457 fields investigated. Frequency of resistant isolates was 50% or above in 103 fields. 
Resistant isolates were found in several other tea-growing areas. In Shizuoka and Kagoshima 
prefectures, resistant isolates were found in all major tea-growing areas. 
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Through these investigation, we identified moderately resistant isolates which showed 
an intermediate response to QoI fungicides between resistant and sensitive isolates. 
Moderate resistance was attributed to F129L mutation of the QoI-targeting cytochrome b 
gene (cytb), whereas high resistance was attributed to G143A mutation. Two types of cytb, 
with or without an intron between codon 131 and 132, were identified among the P. 
longiseta isolates. Both F129L and G143A mutants were identified among the isolates with 
and without an intron. Resistance factor (RF) of moderately resistant isolates was 56.7 
against azoxystrobin on average. Cross resistances of these isolates to other QoI fungicides 
kresoxym-methyl and trifloxystrobin were weak with RF 3.0‒5.8. Resistance to pyribencarb 
was rather strong with RF 24.7. Moderate resistance was considered a practical problem in 
field, because azoxystrobin suppressed lesion development by moderately resistant isolates, 
but did not inhibit lesion formation completely in detached leaf inoculation assays. 
Distribution of moderately resistant isolates was limited in a small area. Out of 28 fields 
where moderately resistant isolates were detected, 21 were in Asahina section of Omaezaki. 
Continuous monitoring of sensitivity is essential for fungicide resistance management of 
plant pathogens. We developed QoI sensitivity assay methods that are faster or easier than 
the conventional agar plate dilution method. Molecular diagnosis by multiplex PCR-RFLP 
takes only 4 h from DNA extraction to judgement. The boiled tea leaf method using boiled 
tea leaves instead of agar plates as a culture medium does not need special technical skill, 
equipment, or reagent. Therefore, it is considered that agricultural extension workers or 
farmers themselves can perform this test easily. 
QoI-resistant P. longiseta is inferred to spread rapidly in a short period of time. We 
attempted DNA fingerprinting and population genetics analysis of QoI-resistant isolates 
collected on the Makinohara Plateau to elucidate the QoI resistance route of spread. 
Inter-simple sequence repeat (ISSR) analysis revealed that a different ISSR type was 
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predominant in QoI-resistant populations of each regional group; PL05 in the northern part 
(69%), PL11 in the eastern part (48%), PL06 in the middle to southeastern part (38%), and 
PL10 (68%) in the southern part. Consequently, we deduced that natural transmission of 
QoI-resistant isolates among fields by dispersal of conidia with rain splash occurs at a 
considerable frequency. In contrast, analysis of molecular variance (AMOVA), by dividing 
19 fields in the Sakamoto section of Shimada into six groups according to farmer, revealed 
significant population differentiation among farmers. The population structures of highly 
resistant isolates among the fields of a farmer were extremely uniform. This result confirmed 
the importance of artificial transmission of pathogen mediated by plucking machine, which 
has been accepted for a long time. Consequently, we speculate that QoI-resistant P. 
longiseta occurred independently in a number of clonal lineages in each region, probably by 
natural mutation. It then spread by both natural and artificial transmission, such as rain 
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